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Dentro de las granjas de producción pecuaria, las enfermedades entéricas tienen 
un papel importante debido al impacto que ejercen sobre los factores productivos y 
económicos. En la producción ovina, las enteropatías son generalmente causadas 
por agentes parasitarios, entre los que se encuentran Trichuris spp., Nematodirus 
spp., Trichostrongylidae y Eimeria spp., siendo este último el más importante a nivel 
mundial. La coccidiosis causada por Eimeria spp. es una enfermedad de alta 
morbilidad, en ovinos, se han identificado once especies de Eimeria, siendo la 
microscopía la técnica de elección para la detección de ooquistes, sin embargo, esta 
técnica presenta ciertas limitantes que dificultan la identificación precisa de las 
diferentes especies de Eimeria. El objetivo del presente estudio fue identificar 
morfológicamente las once especies de Eimeria que infectan al ganado ovino en la 
región suroriente del Estado de México, así como obtener la secuencia parcial de la 
región ITS-1 del ARN ribosomal (ARNr) de cada especie e identificar la diversidad 
genética que presentan. Se recolectaron 40 muestras fecales procedentes de 
diversas producciones ovinas ubicadas en la región de estudio, a partir de las cuales 
se aislaron las once especies de Eimeria reportadas en ovinos, las cuales fueron 
cultivadas in vivo, utilizando once ovinos criollos libres de eimeriosis, a partir del día 
26 post-inoculación, los ooquistes de cada una de las once especies fueron 
recuperados, y caracterizados por microscopia, 100 de cada uno de ellos, fueron 
procesados para el análisis molecular, un fragmento de ~500pb de la región ITS1, 
fue amplificado, clonado y secuenciado para cada una de las once especies de 
Eimeria. Las secuencias de las once especies de Eimeria que infectan a los ovinos 
en México fueron depositadas en el GenkBank. El análisis filogenético demostró 
que las especies reportadas en este estudio se asocian con las reportadas en 
mamíferos y se separan del grupo de las aves, visualizando el origen monofilético 
del grupo, es importante señalar que las Eimerias de ovinos se dividen en dos 
clados, los cuales, se sugiere, pueden estar asociados a la presencia o ausencia 
del cuerpo residual. En cuanto a las características morfométricas, el análisis de 
conglomerados por el método de Ward, con una distancia euclidiana cuadrada de 
100, pudo diferenciar seis clusters de los cuales únicamente el cluster VI contenía 
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a las muestras correspondientes a E. intrincata, mientras que las muestras de las 
diez Eimerias restantes se agrupaban indistintamente en los clusters del I-V, 
conteniendo en promedio seis especies diferentes de Eimeria por cluster. En 
conclusión la identificación específica de las distintas especies de Eimeria en ovinos 
no se puede realizar únicamente con la utilización de técnicas convencionales como 
la microscopia, debido a la inespecificidad que presenta cada ooquiste de Eimeria 
al evaluar sus características morfométricas, por lo que se propone que la utilización 
de técnicas moleculares puede ser empleada eficazmente para el diagnóstico 
específico de cada especie de Eimeria, además se puede obtener información 
acerca de la epidemiología de la infección coccidial. Los resultados obtenidos en 
este estudio constituyen el primer reporte del aislamiento y cultivo de las once 
especies de Eimeria que infectan a los ovinos, de la misma manera, por primera 
vez, se reporta la región ITS-1 de cada una de las especies de Eimeria que infectan 





Within livestock production farms, enteric diseases play an important role due to the 
impact they exert on productive and economic factors. In sheep production, 
enteropathies are usually caused by parasitic agents, among which are Trichuris 
spp., Nematodirus spp., Trichostrongylidae and Eimeria spp., The latter being the 
most important worldwide. Coccidiosis caused by Eimeria spp. is a disease of high 
morbidity, in sheep, eleven species of Eimeria have been identified, being 
microscopy the technique of choice for the detection of oocysts, however, this 
technique has certain limitations that make difficult the precise identification of the 
different species of Eimeria. The objective of the present study was to identify 
morphologically the eleven species of Eimeria that infect sheep in the southeastern 
region of the State of Mexico, as well as obtain the partial sequence of the ITS-1 
region of the ribosomal RNA (rRNA) of each species and identify the genetic diversity 
they present. Forty fecal samples were collected from various sheep production 
located in the study region, from which the eleven Eimeria species reported in sheep 
were isolated, which were cultured in vivo, using eleven ovine creoles free of 
eimeriosis, from day 26 post-inoculation, the oocysts of each of the eleven species 
were recovered, and characterized by microscopy, 100 of each of them, were 
processed for molecular analysis, a fragment of ~500 bp of the ITS-1 region, was 
amplified , cloned and sequenced for each of the eleven species of Eimeria. The 
sequences of the eleven species of Eimeria that infect the sheep in Mexico were 
deposited in the GenkBank. The phylogenetic analysis showed that the species 
reported in this study are associated with those reported in mammals and are 
separated from the group of birds, visualizing the monophyletic origin of the group, 
it is important to note that the sheep Eimeria are divided into two clades, which , it is 
suggested, may be associated with the presence or absence of the residual body. 
Regarding the morphometric characteristics, the cluster analysis by the Ward 
method, with a square Euclidean distance of 100, could differentiate six clusters of 
which only cluster VI contained the samples corresponding to E. intrincata, while the 
samples of the ten remaining Eimeria were grouped indistinctly in the clusters of the 
IV, containing on average six different species of Eimeria per cluster. In conclusion, 
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the specific identification of the different species of Eimeria in sheep can’t be done 
only with the use of conventional techniques such as microscopy, due to the non-
specificity of each Eimeria oocyst when evaluating its morphometric characteristics, 
so it is proposed that the use of molecular techniques can be used effectively for the 
specific diagnosis of each Eimeria species, and information about the epidemiology 
of coccidial infection can also be obtained. The results obtained in this study 
constitute the first report of the isolation and culture of the eleven species of Eimeria 
that infect the sheep, in the same way, for the first time, the ITS-1 region of each of 
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La ovinocultura es una de las actividades ganaderas más importantes en el 
Estado de México, entidad que genera la mayor producción de carne de ovino del 
país (SEDAGRO, 2013). Una de las principales dificultades que enfrenta la 
ovinocultura, es la presentación de enfermedades entéricas, las cuales son 
causadas generalmente por parásitos del género Eimeria. Las enfermedades 
entéricas tienen un papel importante en las granjas de producción pecuaria, debido 
a que causan severas pérdidas económicas como resultado de la mortalidad y 
disminución del índice de conversión alimenticia (Kommuru et al., 2014;). 
Eimeria spp. es el principal agente causal de enteritis en ovinos, tiene una 
prevalencia del 80 al 100%, afectando tanto a animales pre-destetados, post-
destetados y adultos, siendo los dos primeros los más susceptibles a desarrollar la 
enfermedad. En ovinos, generalmente ocurren infecciones mixtas, las cuales 
involucran diversas especies de Eimeria. Actualmente, en ovinos se han identificado 
11 especies de Eimeria: E. parva, E. pallida, E. marsica, E. ovinoidalis, E. 
weybridgensis, E. faurei, E. granulosa, E. ahsata, E. intrincata, E. crandallis y E. 
ovina, siendo estas dos últimas las más patógenas, mientras que E. ovina es la más 
prevalente (Sievers et al., 2012; Lassen, 2013). 
Los ovinos se infectan con ooquistes vía orofecal, los cuales se desarrollan y 
replican de forma sexual o asexual en el interior de las células del epitelio intestinal 
de los huéspedes. Debido al desarrollo intracelular de las Eimerias, estas provocan 
la destrucción de las células en las que se multiplican y, por consiguiente, su efecto 
se ve reflejado en la aparición de signología clínica y en pérdidas económicas hacia 
el productor (Chartier y Paraud, 2012; Reza et al., 2014). 
El diagnóstico de la coccidiosis por Eimeria spp. se realiza tradicionalmente a través 
del método de microscopia, donde se observan las características morfológicas de 
cada ooquiste, y el tiempo de esporulación de los mismos, sin embargo, dicha 
técnica resulta ser ineficiente cuando se requiere identificar con precisión las 
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especies de Eimeria presentes, debido a que una porción de ooquistes puede diferir 
de la morfología típica esperada, además, las características biológicas pueden 
presentar un nivel variable de solapamiento, lo que representa un problema al 
identificar las especies más patógenas ya que, aunque se encuentren en menor 
concentración pueden desarrollar una infección grave (Lassen et al., 2013; Souza 
et al., 2015). Ante dichas limitaciones, se han desarrollado técnicas moleculares 
como métodos de detección e identificación específica de especies del género 
Eimeria con la utilización de la región ITS-1 ha logrado identificar E. alabamensis, 
E. auburnensis, E. bovis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis y E. zuerni, especies que 
infectan al ganado bovino (Kawahara et al., 2010). En ovinos se ha logrado 
identificar a E. crandallis, E. ahsata, E. ovinoidalis, E. weybridgensis mediante la 
técnica de PCR en tiempo real utilizando la región 18S de ARN ribosomal (Yang et 
al., 2014).  
En México, se ha reportado la presencia de Eimeria spp. en ganado ovino a través 
de microscopía, sin embargo, no se han realizado estudios que empleen técnicas 
moleculares para su identificación, por lo que en el presente estudio se llevará a 
cabo la identificación molecular de Eimeria spp., en ovinos a través de la 







La producción ovina en el mundo proporciona cuatro productos principales: 
carne, lana o pelo, leche y piel. En diversas partes del mundo, esencialmente en 
regiones templadas, la carne es el principal producto cuya importancia está 
incrementándose gradualmente en todo el mundo (Zygoyiannis, 2006). Existen 
varios sistemas de producción ovina, que se desarrollan en pastoreo, en 
estabulación o en la combinación de estas dos modalidades. De acuerdo con la 
intensidad de su régimen de producción se dividen en: intensivo, semi-intensivo y 
extensivo, y según su propósito fundamental se dividen en comerciales y de 
autoconsumo. A su vez, los sistemas comerciales pueden ser intensivos, semi-
intensivos o extensivos, por lo general, la producción se desarrolla bajo sistemas de 
pastoreo en sistemas de traspatio. Esta situación constituye una gran ventaja 
económica por el ahorro en los costos de producción, pues esos sistemas generan 
la mejor relación costo/beneficio y además dan algunas ventajas comparativas a la 
calidad nutricional de la carne, pero a su vez son muy susceptibles a las variaciones 
climatológicas estacionales y altamente vulnerables a las sequias extremas (FAO, 
2010). 
2.2. Panorama mundial de la ovinocultura 
Actualmente, la población mundial de ovinos es de aproximadamente mil 
millones de cabezas, los cuales producen alrededor de 14 millones de toneladas de 
carne anualmente. De la misma manera, se ha registrado un consumo mundial de 
carne ovina de alrededor 2.4 kg per cápita al año, nivel inferior comparada con el 
consumo mundial anual per cápita de todas las demás carnes 41.6 kg (Morris, 
2009).  
China es el país que cuenta con el mayor hato ovino, con 16% del total y es el 
primer productor mundial de carne ovina con el 28% en los últimos años. Se prevé 
que el crecimiento de su hato y de su producción se mantenga al alza (OECD-FAO, 
2012). Australia posee el segundo mayor inventario de borregos en el mundo, con 
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10% del total y es el segundo productor mundial con 8% del total de carne de ovino, 
así mismo es el segundo exportador mundial con cerca del 30% de las 
exportaciones. Nueva Zelanda es el cuarto productor mundial de carne ovina, con 
apenas 6% del total, pero no obstante es el primer exportador mundial con 40% del 
total. Al igual que Australia, han desarrollado programas enfocados a incrementar 
la productividad del ganado ovino, y a aumentar tanto el volumen como el valor de 
sus exportaciones (FAOSTAT, 2013). 
2.3. Panorama nacional de la ovinocultura 
México ocupa el cuarto lugar como exportador de carne ovina, con 6% del 
total. En cuanto a consumo per-cápita, en México se consume un kilogramo de 
carne de ovino, lo que representa una gran oportunidad de ampliar la producción, 
comercialización y consumo de esta carne (SIAP, 2014). 
De acuerdo con las estadísticas del Servicio de Información Agroalimentaria y 
Pesca, (SIAP 2014), en México existen casi 8,600,000 cabezas ovinas, produciendo 
58,000 toneladas de carne anualmente, de las cuales el 70.9% se producen en diez 
estados de la república y el 29.1% se produce en las 21 entidades federativas 
restantes. La ovinocultura se puede dividir en dos sistemas de producción 
predominantes, el extensivo e intensivo, aunque en los últimos años la combinación 
de ambos sistemas ha tenido buenos resultados (Arteaga, 2012). 
En México, el sistema predominante es extensivo, donde la alimentación es 
básicamente mediante el pastoreo de los animales en agostaderos naturales; la 
inversión de capital en alimentación, sanidad e infraestructura es mínima y la mano 
de obra es generalmente familiar, lo que permite bajos costos de producción por 
kilogramo de borrego. Sin embargo, dado que las prácticas de suplementación 
alimenticia son nulas, la deficiente ingesta de micro minerales, así como la mala 
condición de los pastizales, aunado a periodos de sequía, provocan desequilibrios 
nutricionales causantes de mortalidad de corderos, la cual se agudiza debido a 
malas o escasas prácticas sanitarias (Johnson, 2005; Echavarría et al., 2007; Royo 
et al., 2008; Esqueda y Gutiérrez, 2009). 
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Por su parte, en el sistema intensivo, se da un intenso uso de los medios de 
producción, con una importante inversión de capital en infraestructura y equipos; el 
valor de la tierra es elevado y la mano de obra es asalariada. La alimentación se 
caracteriza por realizarse en confinamiento total o parcial, utilizando insumos de alto 
valor nutritivo, lo que eleva significativamente los costos de producción (Nieto et al., 
2010; González et al., 2013). 
El consumo de carne de borrego, tradicionalmente, se ha localizado en el 
centro del país (Ciudad de México, Estado de México, Hidalgo, Puebla, Tlaxcala, 
Querétaro y Morelos), donde se concentra el 85% del total de carne consumida y el 
resto se lleva a cabo en los demás estados de la república (Medrano, 2000).  
2.4. La ovinocultura en el Estado de México 
En el Estado de México se concentra la mayor parte de la producción, 
comercio y transformación de carne ovina. Destaca con el 14.8% del total de la 
población ovina nacional, la cual produce 8,500 toneladas de carne anualmente 
(SIAP, 2014). El municipio de Amecameca se encuentra en la región sur-oriente del 
Estado de México, cuenta con un inventario de 2,262 cabezas de ganado ovino, que 
producen 43 toneladas de carne anuales (SEDAGRO, 2013). 
2.5. Enteritis  
Uno de los principales problemas que obstaculizan el desarrollo de la 
producción ovina en la región sur del Estado de México es la presentación de 
enfermedades entéricas, las cuales son un factor determinante para la práctica de 
dicha actividad, ya que muchos productores al no controlar dicho problema generan 
temor para invertir más recursos a esta actividad (Ortíz et al., 2012). 
La prevalencia de parásitos intestinales en ovinos es mayor al 90% y la 
mayoría de los animales presentan una parasitosis múltiple, siendo Eimeria spp., el 
principal agente causal, con una frecuencia que va del 80 al 100% (Roger et al., 
2001; Diez et al., 2006; Sieverset al., 2012). 
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2.6. Generalidades de protozoarios. 
Los protozoarios son organismos eucarióticos, ya que almacenan su información 
genética en los cromosomas, los cuales están contenidos en una envoltura nuclear, 
esto los diferencia de las bacterias quienes tienen el cromosoma en el citoplasma. 
En general, los protozoarios poseen un núcleo, retículo endoplásmico, mitocondria, 
aparato de Golgi y lisosomas. Se alimentan principalmente por pinocitosis o 
fagocitosis y los productos metabólicos son excretados por difusión a través de la 
membrana celular. (Taylor et al., 2007). 
2.6.1. Phylum apicomplexa 
Es el más diverso y complicado phylum que parasita a los animales domésticos. A 
los protozoarios los podemos encontrar en el epitelio intestinal, células sanguíneas 
y dentro del sistema reticuloendotelial. Su ciclo de vida es complejo y está 
íntimamente integrado a la fisiología del huésped (Beck et al., 2009). La clasificación 
taxonómica del phylum Apicomplexa de importancia veterinaria se presenta en la 
figura 1. 
Los parásitos pertenecientes al phylum Apicomplexa poseen una locomoción 
interna, la cual es imposible ver a simple vista ya que sus organelos se encuentran 
en el llamado complejo apical, el cual es una característica que define al phylum y 
está formado por: anillos precoinoidales, anillo polar, microtúbulos, roptrias y 
conoide, con los cuales se realiza la penetración a la célula. El movimiento es a 
través de ondulaciones en sentido longitudinal y ocasionalmente por medio de 





Figura 1 Árbol filogenético del phylum Apicomplexa (Beck et al., 2009). 
2.6.2. Familia Eimeriidae 
Dentro del phylum Apicomplexa, la familia Eimeriidae, es una de las más grandes 
está formada por 16 géneros, siendo los más importantes en medicina veterinaria 
Eimeria e Isospora y las infecciones con estos géneros se refieren a menudo como 
coccidiosis (Taylor et al., 2007). 
2.6.3. Género Eimeria 
Este género está compuesto de aproximadamente 1,700 especies, afectando 
principalmente a mamíferos domésticos y aves. Todos los géneros de Eimeria son 
específicos de especie (Müller and Hemphill, 2013). 
2.7. Morfología de Eimeria spp. 
Los ooquistes de las Eimerias están recubiertos por una pared compuesta por 
una o dos capas y pueden estar revestidos por una membrana. Algunos tienen un 
micrópilo que puede tener o no un tapón. En los ooquistes esporulados se pueden 
observar cuatro esporoquistes con dos esporozoitos, un residuo del ooquiste o un 
residuo del esporoquiste y el esporoquiste. El esporoquiste pude tener una 
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protuberancia en un extremo denominada cuerpo de stieda, y puede haber un 
cuerpo substieda debajo de él. Los esporozoítos usualmente son alongados, con el 
extremo anterior redondeado y el posterior ahusado. Pueden contener uno o más 
glóbulos proteínicos denominados cuerpos refráctiles y glóbulos eosinofilicos como 
se muestra en la figura 2 (Levine, 1985). 
  
Figura 2 Representación esquemática de un ooquiste esporulado de Eimeria spp. (Levine, 1985). 
 
2.8. Ciclo Biológico 
Las especies de coccidias que infectan a los ovinos pertenecen al género 
Eimeria (Levine, 1985), los miembros de este género son considerados monoxenos 
ya que su ciclo de vida es completado en una única especie hospedera, y 
estenoxeno debido a que cada especie tiene una única especie hospedera, además, 
poseen un ciclo de vida directo. La infección de los animales se produce después 
de la ingestión de agua o alimentos contaminados con ooquistes esporulados. El 
ciclo evolutivo tiene dos fases: una fase exógena y una fase endógena (figura 2). La 
fase exógena se realiza fuera del cuerpo del hospedero (en el ambiente), y se lleva 
a cabo la esporulación de los ooquistes. La fase endógena, está dividida en sexual 
(gametogonia) y asexual (esquizogonia o merogonia) se produce dentro del animal, 
el parásito sufre numerosas divisiones dentro de las células intestinales generando 
como producto final un ooquiste sin esporular, el cual es expulsado del hospedero 




2.8.1. Fase exógena 
En la fase exógena los ooquistes no esporulados son eliminados por el 
animal infectado a través de las heces hacia el ambiente. Con las condiciones 
ambientales óptimas, tales como la humedad, la temperatura (24 a 32°C) y oxígeno, 
los ooquistes eliminados esporulan de 2 a 5 días en la mayoría de las especies. Los 
ooquistes mueren a temperaturas superiores a 40°C y por debajo de -30°C, pero 
entre estos extremos los ooquistes esporulados y no esporulados permanecen 
viables en el ambiente por más de un año. Los ooquistes no esporulados son más 
susceptibles a los cambios climáticos extremos que los ooquistes esporulados. Los 
ooquistes pueden soportar temperaturas de -5°C a -9°C durante varios meses 
(Hendrix y Robinson, 2012; Taylor et al., 2007) 
La fase endógena del ciclo de vida comienza inmediatamente después de la 
ingestión de ooquistes esporulados. 
2.8.2. Fase endógena 
Los ovinos ingieren los ooquistes a través de alimentos y agua contaminados. 
Una vez llegado al aparato digestivo la presencia de dióxido de carbono (CO2) 
provoca un adelgazamiento de la membrana del ooquiste alterando su 
permeabilidad con lo cual la tripsina y sales biliares ejercen su acción sobre los 
ooquistes provocando la liberación de los esporozoítos en el lumen intestinal (Belli 
et al., 2006), una vez  libres invaden a los enterocitos, para poder llevar a cabo este 
paso, hacen contacto con la célula y finalmente la penetran a través de 
deslizamientos circulatorios, los cuales son producidos por la proteínas de superficie 
que se encuentran en la porción apical del esporozoíto.  
Después de la invasión, continua la invaginación y sellado de la membrana 
celular del huésped formando la membrana de la vacuola parasitófora. El tiempo 
que tarda el zoito en penetrar la célula va de 5 a 10 segundos (Dubremetz et al., 
1998). La función principal de la vacuola es proteger al parásito contra la lisis de la 
célula huésped; posee poros por donde provee canales nutricionales que permiten 
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la transferencia pasiva de moléculas al parásito (Entzeroth et al., 1998; Oakes et al., 
2013). Es aquí donde el esporozoíto se transforma en trofozoíto (Augustine, 2001) 
por medio de divisiones nucleares múltiples, las cuales comienzan con una fisión 
binaria (división del ADN) seguida de la división del citoplasma, lo cual da lugar a 
dos células hijas (Roberts y Janovy, 2009) y se generan los esquizontes, (Taylor et 
al., 2007).  
Cuando los esquizontes maduran, liberan un gran número de organismos 
nucleados alargados, conocidos como merozoítos de primera generación, que 
invaden otras células, continuando así el ciclo de vida asexual. Dentro de las nuevas 
células del huésped, los merozoítos se convierten en trofozoítos y continúan su 
desarrollo mediante la división del núcleo o división asexual como en la fase 
anterior, hasta generar la segunda generación de esquizontes y al mismo tiempo la 
segunda generación de merozoítos. Esta segunda generación de merozoítos puede 
desarrollar nuevas generaciones de merozoítos (esquizogonia), sin embargo, esta 
reproducción asexual no continúa indefinidamente. El número de generaciones de 
merozoítos varía entre dos o más de acuerdo con la especie de Eimeria implicada. 
La última generación comienza a reproducirse de manera sexual 
(gametogonia), generándose trofozoítos, que en lugar de repetir la esquizogonia, se 
diferencian en macrogametocitos (gametocito femenino), y microgametocitos 
(gametocito masculino), estos sufren múltiples divisiones mitóticas para dar lugar a 
múltiples microgametos, solo esta fase posee órgano de locomoción, por medio de 
dos flagelos (Reza et al., 2014).  
Los macrogametos contienen pequeños gránulos en el núcleo, que luego 
crecen y se extienden por todo el citoplasma. Estos gránulos se localizan en la 
periferia de la célula y se llaman "gránulos formadores de pared", que forman la 
pared del ooquiste después de la fecundación del microgameto. La fecundación del 
macrogameto por el microgameto da como resultado la formación de un cigoto. El 
cigoto forma una pared alrededor de él y por lo tanto forma un oocisto. El oocisto 
sale de la célula, hacia la luz intestinal y se excreta en las heces (Malo, 2013). La 
pared final del ooquiste es una bicapa electrodensa formada por una capa externa 
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(predominantemente lipídica) y por una capa interna (glucoproteica). Esta bicapa le 
confiere una excelente resistencia al ooquiste inmaduro y así puede sobrevivir en el 
medio ambiente (Belli et al., 2006), pueden sobrevivir en el medio ambiente durante 
meses, incluso años, sin embargo, la desecación extrema y la exposición directa 
del sol limita la sobrevivencia del ooquiste. Temperaturas por debajo de los -30ºC o 
por encima de los 63ºC son letales. El potencial proliferativo en el huésped es muy 
alto, ya que, según un cálculo teórico, cada ooquiste ingerido podría dar origen a 30 
millones de ooquistes excretados (Chartier y Paraud, 2012). El período prepatente 
(el tiempo que ocurre entre la ingestión de los ooquistes esporulados y la excreción 
de ooquistes) es de 15 a 20 días aproximadamente (Tafti y Mansouian, 2008). La 
representación esquemática del ciclo biológico de Eimeria se muestra en la figura 
3. 
 




2.9. Coccidiosis en ovinos 
La coccidiosis (Eimeriosis sensu estricto) en ovinos es una enfermedad 
autolimitante (que comienza y termina en un tiempo programado) la cual afecta 
principalmente a corderos recién destetados de 3-8 semanas de edad. El estrés que 
sufren los animales al ser destetados, cambio de alimento, confinamiento, malas 
condiciones de higiene en el corral, así como estrés por altas/bajas temperaturas, 
llevan al animal a una depresión de su sistema inmune, induciéndolo a una 
coccidiosis. La infección ocurre por la ingesta de ooquistes esporulados (Müller y 
Hemphill, 2013), las manifestaciones clínicas más comunes en los animales son: 
inapetencia, debilidad, pérdida de peso, diarrea, depresión y anemia (Iqbal et al., 
2012). Estas manifestaciones clínicas se deben a que destruyen las células 
epiteliales intestinales provocando una enfermedad entérica (Bowman, 2014; 
Harper y Penzhorn, 1999). En un examen patológico se observa inflamación crónica 
y engrosamiento del intestino grueso, hemorragias en la superficie de la mucosa, 
nódulos blancos en el intestino delgado (nido de esquizontes) y atrofia de las 
vellosidades (Andrews, 2013). Esta enfermedad tiene impacto sanitario y 
económico ya que se desarrolla una enfermedad clínica o subclínica, aunque esta 
última suele ser más esporádica pero también provoca pérdidas económicas. La 
mortalidad puede llegar hasta el 20% en corderos, ya que ellos no han adquirido 
una inmunidad específica (Gjerde y Helle, 1991; Kommuru et al., 2014; Veira, 2002). 
Hay dos condiciones que conducen a una coccidiosis clínica: 1) una masiva 
ingestión de ooquistes esporulados, debido a una alta contaminación del medio 
ambiente y 2) una multiplicación asexual significante en el hospedador relacionado 
con una baja resistencia del animal (Chartier y Paraud, 2012). 
Se conocen 11 especies de Eimeria que afectan exclusivamente el intestino de 
los ovinos: E. parva, E. pallida, E. marsica, E. ovinoidalis, E. crandallis, E. 
weybridgensis, E. faurei, E. granulosa, E. ahsata, E. intrincata y E. ovina, (Lassen, 
2013) (cuadro 1), sin embargo, E. ovinoidalis seguida por E. crandallis representan 
las especies más patógenas; ya que causan diarrea, reducción en la ganancia de 
peso y una condición de pobre salud en general. En contraste, hay especies como 
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E. pallida cuya patogenicidad se considera leve o insignificante. El efecto patogénico 
de Eimeria se debe a la destrucción de las células epiteliales del intestino y un 
masivo cambio en la microbiota digestiva ya que se aumenta el número de bacterias 
Gram negativas, principalmente Escherichia coli (Mohammed et al., 2000; Souza et 
al., 2015). 
Cuadro 2 Especies de Eimeria en ovinos y su localización (Hendrix y Robinson 



































Eimeria bakuensis Intestino delgado 18-29 
Eimeria faurei Intestino delgado e 
intestino grueso 
13-15 
Eimeria granulosa ND ND 
Eimeria intricata Intestino delgado e 
intestino grueso 
23-27 
Eimeria marsica ND 14-16 
Eimeria pallida ND ND 
Eimeria parva Intestino delgado e 
intestino grueso 
12-14 
Eimeria weybridgensis Intestino delgado 23-33 
Eimeria ahsata Intestino delgado 18-30 
*ND, No disponible 
2.10. Prevalencia 
La infección por coccidios del género Eimeria generalmente tiene un carácter 
multiespecífico (Cavalcante et al., 2012), aunque se han descrito diversas especies 
que parasitan a las ovejas (Saratsis et al., 2011). Entre las diferentes especies 
capaces de infectar a las ovejas, solo E. ovinoidalis y E. crandallis causan la 
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sintomatología clínica de la eimeriosis; hay poca evidencia de que otras especies 
sean patógenas (Gregory y Catchipole, 1990).  
La prevalencia de los oocistos de Eimeria está influenciada por el sistema de 
cría, que muestra una relación directa entre el nivel de tecnificación y la intensidad 
de la infección (Cai y Bai, 2009). Estudios previos informaron una prevalencia del 
92.7% de Eimeria spp. en un sistema intensivo (Saratsis et al., 2011), 78.3% en un 
sistema semi-intensivo (Hassum y Menezes, 2005) y 25.3% y 58.9% en sistema 
extensivo (Ahid et al., 2009; Brito et al., 2009). Los factores limitantes relacionados 
con el ambiente (clima y manejo) o con el animal (estado genético e inmunológico) 
pueden promover la diseminación y aumentar la prevalencia de coccidios incluso en 
sistemas extensivos (Chartier y Paraud, 2012). 
La edad del animal es un factor significativo que influye en la excreción de 
oocistos, los animales jóvenes se ven más afectados que los adultos, 
independientemente de la temporada. La alta susceptibilidad de los animales 
jóvenes se relaciona con aspectos inmunológicos, la inmunidad específica contra 
Eimeria spp. ocurre después de la infección inicial (Silva et al., 2011). 
El sexo también es un factor que influye en la prevalencia de eimeriosis, 
especialmente en la estación lluviosa. La susceptibilidad del carnero a la infección 
por Eimeria spp. se puede atribuir a la inmunosupresión causada por los niveles 
plasmáticos elevados de andrógenos, principalmente testosterona, a lo largo de la 
temporada de reproducción (Bhat et al., 2012).  
Los aspectos relacionados con el clima, especialmente la humedad causada 
por la lluvia en lugares donde el drenaje es deficiente puede influir en la prevalencia 
de Eimeria spp. Un ambiente cálido y húmedo proporciona las condiciones ideales 
para la esporulación de los oocistos y, por lo tanto, aumenta el potencial de infección 
(Taylor, 2012). El efecto del clima sobre la esporulación de oocistos puede verse 
potenciado por variaciones extremas en la pluviometría y la temperatura que se 
producen a lo largo del año (Khan et al., 2011).  
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La infección múltiple con cinco especies de Eimeria es la más común con un 
43% (Khan et al., 2011), seguida por dos especies (36,59%), seguida por la 
infección mixta con tres especies (34,15%). Las infecciones múltiples con cuatro 
especies de Eimeria (17,07%), y con una sola especie (12,20%) son menos 
comunes (Toulah, 2007). 
Se ha demostrado que en sistemas de estabulación principalmente con un 
gran número de ovinos por rebaño, en corrales no cementados, con agua estancada 
la coccidiosis es más prevalente. No se ha encontrado como factor de riesgo el 
sistema de alimentación, la raza y el estado corporal de los animales (Biu et al., 
2009; Khan et al., 2011). 
La cantidad de oocistos excretados puede variar dependiendo de la dosis 
infectiva de los ooquistes (Gregory y Catchipole, 1987, 1990) y el estado 
inmunológico del animal (Reeg et al., 2005). Por lo tanto, las influencias individuales 
juegan un papel importante en el grado de infección. Los oocistogramas con valores 
> 104 indican una alta intensidad de infección y generalmente están vinculados a 
síndromes diarreicos típicos de esta endoparasitosis (Cozma y Titilincu, 2007). Sin 
embargo, el diagnóstico de eimeriosis no puede excluirse cuando la OPG es baja o 
inexistente. Los animales adultos que excretan pequeñas cantidades de oocistos 
son importantes en la epidemiología de la eimeriosis; los ooquistes liberados por 
estos animales suelen ser la causa de infección en animales jóvenes (Platzer et al., 
2005). 
2.11. Diagnóstico 
Se sospecha de coccidiosis cuando hay problemas digestivos en animales 
jóvenes criados en malas condiciones higiénicas y/o con la presencia de algunos 
factores de riesgo anteriormente mencionados. En los pequeños rumiantes, la 
mortalidad repentina durante el período de destete también sugiere coccidiosis. Una 
tasa de crecimiento baja en un entorno epidemiológico apropiado debe sugerir un 
diagnóstico de coccidiosis subclínica. 
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2.11.1. Diagnóstico morfológico 
El diagnostico se basa principalmente con la presencia de ooquistes 
mediante análisis coprológico por medio de técnicas de flotación que permiten la 
identificación microscópica de los ooquistes de las diversas especies 
de Eimeria basándose principalmente en el diámetro de los oocistos y su forma 
como se muestra en el Cuadro 2 (Souza et al., 2015; Lassen et al., 2013). Mediante 
análisis cuantitativo con el método de McMaster se puede determinar la carga 
parasitaria expresado en número de ooquistes por gramo de heces (OPG), aunque 
su relación con la gravedad de la infección depende de la virulencia de cada 
especie. En este sentido, el recuento puede ser de cientos de miles de ooquistes 
por gramo de heces con signos clínicos evidentes y por el contrario, la infección 
puede ser clínicamente leve con recuentos muy superiores, lo cual indica la 
diferencia en la patogenicidad de las distintas especies y la necesidad de identificar 
los ooquistes esporulados de acuerdo con sus características morfológicas 
(Hernández y Mendoza, 2002). 
Cuadro 2 Características morfométricas de las once especies de Eimeria que 
infectan a los ovinos (Souza et al., 2015; Lassen et al., 2013). 
Especie Forma Largo Ancho 
Con tapón de micrópilo 
E. intricata  Elipsoide 58 41.1 
E. ahsata  Elipsoide 40.4 27.1 
E. ovina  Elipsoide 33.9 22.5 
E. granulosa  Subesferica 33.7 24.7 
E. crandallis  Subesferica 27.3 20.8 
E. weybidgensis  Elipsoide 21.9 19.1 
Sin tapón de micrópilo 
E. faurei  Piriforme 32.5 24.8 
E. ovinoidalis  Elipsoide 25.6  21.4 
E. pallida  Elipsoide 18.2 16.1 
E. parva  Esferica 20.6 18.2 




2.11.2. Diagnóstico molecular 
Como una alternativa a la identificación morfológica, se han desarrollado 
ensayos de genética molecular, basados en el diseño de sondas de ADN para 
identificar algunas especies del género Eimeria, como lo son: E.crandallis y E. 
ovinoidalis a partir de cultivos puros. Para aumentar la sensibilidad de la prueba, se 
realizó un ensayo de reacción en cadena de la polimerasa (PCR), usando 
cebadores de oligonucleótidos específicos con lo cual se pudo realizar con menos 
de 10 ooquistes la identificación de E. ovinoidalis. (Berriatua, 1995). 
Nahavandi et al., (2016) caracterizaron genéticamente ooquistes de E. 
ahsata y E. crandallis en muestras de aguas residuales de mataderos. El gen 18S 
rRNA se empleó como marcador molecular para realizar el análisis filogenético y las 
variaciones de la secuencia de ADN de estas especies. La secuencia del gen 18S 
puede usarse para identificar oocistos de Eimeria en muestras ambientales, sin 
embargo, puede no resultar útil para examinar con mayor detalle la magnitud de la 
variación poblacional de una sola especie de Eimeria. 
Se ha utilizado la técnica de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo 
real (qPCR) para determinar la presencia y prevalencia de Eimeria spp. en ovinos, 
la cual es un método altamente sensible y especifico en comparación con la 
microscopia, utilizando secuencias seleccionadas en el locus 18S de ARN 
ribosomal. La prevalencia fue mayor en corderos post-destete (1.1x103) y antes del 
sacrificio (1.1x103), las especies identificadas fueron: E. crandallis, E. ahsata, E. 
ovinoidalis, E. weybridgensis y E. cylindrica, responsables del 58.5% de las 
infecciones tipadas (Yang et al., 2014). 
Para poder identificar especies de Eimeria que infectan a los bovinos se han 
desarrollo ensayos de PCR específicos de especie basados en la amplificación de 
la región ITS-1. Con lo cual se logró identificar 6 patógenos: E. alabamensis, E. 
auburnensis, E. bovis, E. cylindrica, E. ellipsoidalis y E. zuernii. La región ITS-1 de 
cada especie de Eimeria tenía suficiente variación de secuencia interespecífica 
adecuada para diseñar los conjuntos de cebadores que amplificaban 
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diferencialmente cada especie objetivo. Este ensayo de PCR para la detección y 
diferenciación del parásito Eimeria mostró una mayor sensibilidad en comparación 
con el examen coproparasitoscópico convencional. Utilizando esta región se puede 
diagnosticar específicamente cada especie del género Eimeria, además ayuda a 
conocer la epidemiología de la infección coccidial (Kawahara et al., 2010). 
2.11.2.1. Regiones utilizadas en la filogenia del género 
Eimeria. 
Además de la identificación de especies del género Eimeria utilizando 
técnicas moleculares, se han implementado estudios filogenéticos con el fin de 
dilucidar la diversidad, origen y patrones evolutivos. Molnár et al., (2012) observaron 
una abundante diversidad evolutiva entre Eimeria de peces, en contraste, los 
atributos compartidos en la región 18S ARNr justifican su historia de descendencia 
común mostrando un clado monofilético, específicamente relacionado con Eimeria 
de vertebrados terrestres (aves de corral), estos resultados pueden explicar que las 
especies de Eimeria de vertebrados terrestres descienden de las especies que 
infectan a los peces.  
Las relaciones filogenéticas de las once especies de Eimeria que infectan a 
los conejos utilizando secuencias parciales del gen 18S ARNr muestran un grupo 
monofilético. Este hallazgo implica que estas especies, que varían 
considerablemente en términos de su morfología y biología, se diversificaron en un 
único hospedador o en varias especies estrechamente relacionadas. El análisis 
filogenético dividió dos ramas principales asociadas a la presencia/ausencia del 
residuo de ooquiste. Otros rasgos morfológicos o biológicos (forma y tamaño del 
oocisto, presencia/ausencia de estructuras internas del oocisto, patogenicidad, sitio 
de infección, períodos previos a la patente y patentes, tiempo de esporulación y 
número de generaciones asexuales) no se correlacionan explícitamente con la 




Khodakaram-Tafti et al., (2013) analizaron las relaciones filogenéticas de E. 
arloingi con otras especies de Eimeria en la base de datos GenBank. Lo cual reveló 
una relación particularmente estrecha entre E. arloingi y Eimeria spp. del ganado y 
ovejas. El filograma basado en las secuencias ITS-1 muestra que E. arloingi, E. 
bovis y E. zuernii formaron un grupo distinto separado de las otras Eimeria spp. en 
ganado y aves de corral. En el alineamiento por parejas, la secuencia de 18S DNAr 
derivada de E. arloingi mostró un 99% de similitud con E.  ahsata, con diferencias 
observadas en solo tres nucleótidos. Del mismo modo Silva et al., (2017) 
amplificaron una secuencia de DNA de E. arloingi cepa A (la mayoría de 18S rDNA, 
secuencias ITS-1 y 5.8S completas, y la ITS-2 parcial) para determinar la relación 
filogenética con las secuencias más similares disponibles en el GenBank. El árbol 
filogenético por el método de Neighbor-Joining presentó dos ramas distintas, una 
rama constituida por especies bovinas de Eimeria más E. arloingi, y otra 
exclusivamente poblada por especies de Eimeria ovina. Lo cual confirma la estrecha 
relación de especies de Eimeria en rumiantes altamente patógenas, caracterizadas 
por la formación de macromerontes en células endoteliales del hospedador de los 
capilares linfáticos centrales del intestino delgado. Estos estudios muestran que las 
regiones ITS-1 y 18S son marcadores genéticos útiles para la identificación y 
diferenciación específicas de Eimeria spp. en rumiantes. Desafortunadamente en la 
actualidad no hay datos disponibles de secuencias de la región ITS-1 disponibles 
de aislados de Eimeria de ovinos y caprinos para su posterior análisis. 
2.12. Estudios previos en México 
En México sólo se han identificado las once especies de Eimeria que infectan 
a los ovinos por medio de técnicas de flotación y medición de ooquistes por 
microscopia, y para calcular la carga parasitaria se emplea la técnica de McMaster. 
Lima et al., (1995) identificaron entre las especies más frecuentes a E. ovinoidalis 
con una frecuencia del 53%, E. ovina con 22% y E. parva con 15% en 24 ovinos de 
raza Suffolk, Ramboullet, Pelibuey. Salas et al., (1996) identificaron 9 especies: E. 
ahsata, E. arlongi, E. crandallis, E. faurei, E. granulosa, E. intrincata, E. 
ninakohlyakimovae, E. pallida y E. parva, también reportaron que los corderos 
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excretaron más oocistos por gramo de heces que las ovejas y que los ovinos de la 
raza Rambouillet eliminaron mayor cantidad de oocistos por gramo de heces que 
los de raza Suffolk.  
En el periodo de un año Reyes et al., (1996) evaluaron la cantidad de 
ooquistes e identificaron como especies principales a E. ovina, E. parva, E. faurei, 
E. granulosa y E. ovinoidalis. Del mismo modo reportan que los corderos mostraron 
mayor número de ooquistes en relación con los adultos, además observaron que en 
los meses de mayo a junio se obtuvieron las cuentas más altas de ooquistes (hasta 
70,000 opg). 
En un estudio para determinar la eficacia anti-Eimeria de un extracto de 
cascara de pomelo (5mg) y naringenina comercial al 94% en 24 corderos infectados 
naturalmente, encontraron excreción de oocistos en los grupos tratados y en el 
grupo control, en los cuales identificaron 10 especies de Eimeria: Eimeria bakuensis, 
E. ovinoidalis, E. crandallis, E. pallida, E. granulosa, E. parva, E. weybridgensis, E. 




3. Planteamiento del problema 
La ovinocultura es una de las actividades ganaderas más importantes en el 
Estado de México, cuya producción se ve afectada principalmente por 
enfermedades de carácter entérico, las cuales son causadas generalmente por 
coccidias del género Eimeria. En granjas de producción ovina, la coccidiosis afecta 
particularmente a los animales jóvenes, y puede generar severas pérdidas 
económicas, debido a la mortalidad y a la disminución en la ganancia de peso, 
teniendo como resultado, la reducción del índice de conversión alimenticia, que 
ocurre en las infecciones clínicas y subclínicas. 
De forma general, el diagnóstico de Eimeria spp. se realiza mediante 
microscopia de muestras fecales, con dicha técnica sólo se pueden identificar los 
ooquistes que presentan características morfológicas diferenciables, como E. 
intrincata, E. faurei, E. pallida y E. parva en ovinos, sin embargo, esto no es 
suficiente para separar las especies con características morfológicas y estructurales 
similares como lo son E. ahsata, E. ovina, E. crandallis, E. weybridgensis, E. 
ovinoidalis, E. granulosa y E. marsica. En estudios realizados en diversos 
representantes del género Eimeria se ha demostrado la ineficacia y desventajas que 
presenta el diagnóstico morfológico. Por tal motivo, para poder caracterizarlas es 
necesaria la utilización de técnicas moleculares para la identificación específica y 







Eimeria spp. es el principal agente causal de enteritis en ovinos, afecta a 
animales pre-destetados, post-destetados y adultos, siendo los dos primeros los 
más susceptibles a desarrollar la enfermedad. En ovinos, generalmente ocurren 
infecciones mixtas, las cuales involucran diversas especies de Eimeria (Chartier y 
Paraud, 2012). 
En México, la coccidiosis en ovinos causada por Eimeria spp. Únicamente ha 
sido identificada mediante técnicas de microscopía (Pérez-Fonseca et al., 2016), lo 
cual ha permitido detectar el agente patógeno de forma general, pero no específica. 
Ante tal panorama, se enfatiza la importancia de realizar estudios moleculares que 
permitan identificar las especies de Eimeria que afectan al ganado ovino en el 
Estado de México. 
Diversos autores señalan que la detección de Eimeria spp. a través de 
microscopía es insuficiente para identificar las especies de Eimeria presentes en un 
determinado hospedero, Heping et at., (2016) identificaron morfológica y 
molecularmente las especies de Eimeria que infectan a los conejos en China. A 
través de las características morfométricas identificaron ocho especies de Eimeria, 
en contraparte mediante la técnica de PCR caracterizaron seis especies, 
demostrando lo inespecífica que es la identificación por microscopia. Es por ello que 
se precisa de técnicas más sofisticadas que complementen la identificación 
morfológica, lo cual permitiría la identificación insesgada específica de las diferentes 
especies de Eimeria. 
Por otro lado, los análisis filogenéticos brindarían la posibilidad de predecir el 
origen y, a través de las asociaciones observadas, conocer aspectos relacionados 






En los ovinos de la región sur-oriente del Estado de México estarán presentes 
las once especies de Eimeria reportadas a nivel mundial. 
Las variaciones inter e intraespecíficas de la región ITS-1 de Eimeria en 







6.1. Objetivo general 
Identificar las especies de Eimeria presentes en ovinos de la región I del Estado 
de México por medio de técnicas morfológicas y moleculares. 
6.2. Objetivos específicos 
1. Detectar la presencia de Eimeria spp. en heces de ovinos de la región sur-
oriente del estado de México a través de coproparasitoscopía. 
2. Aislar las especies de Eimeria diferenciables por características 
morfométricas. 
3. Amplificar la región ITS-1 de Eimeria de las especies aisladas, mediante la 
técnica de PCR. 
4. Realizar la filogenia de los fragmentos amplificados de las especies de Eimeria 




7. Material y método 
7.1. Diseño de estudio 
Tipo de investigación 
Descriptivo, comparativo, transversal. 
Área de estudio 
 La presente investigación se llevó a cabo en la región I del Estado de México, 
la cual está integrada por los municipios de Amecameca, Atlautla, Ayapango, Chalco, 
Cocotitlán, Ecatzingo, Juchitepec, Ozumba, Temamatla, Tenango del Aire, Tepetlixpa, 
Tlalmanalco y Valle de Chalco. Predomina el clima templado sub-húmedo con lluvias 
en verano, temperatura media entre 10 y 16 ºC, y precipitación anual entre 500 y 1500 
mm. 
Población de estudio 
Ovinos procedentes de unidades de producción, ubicadas en la región I del 
Estado de México, la cual se encuentra conformada por 13 municipios: Valle de 
Chalco, Chalco, Temamatla, Cocotitlan, Tlalmanalco, Juchitepec, Tenango del Aire, 
Ayapango, Amecameca, Atlautla, Ozumba, Tepetlixpa y Ecatzingo. 
Unidad de análisis  
Ovinos con sinología entérica de entre 2 meses a 2 años de edad. 
Tipo de muestreo 
Aleatorio estratificado proporcionado. 
Lugar del estudio 
Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiología 
Veterinaria para el análisis parasitoscópico y en el Laboratorio de Biotecnología, 
Biología Molecular y Genética, para el análisis molecular, ambos pertenecientes al 
Centro Universitario UAEM Amecameca. Licenciatura en Medicina Veterinaria y 
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Zootecnia. Carretera Amecameca-Ayapango km 2.5, Amecameca, CP. 56900, 
Estado de México, México, de la Universidad Autónoma del Estado de México, 
Periodo 
El presente estudio se llevó a cabo en el periodo comprendido entre el mes 
de febrero de 2016 al mes de mayo de 2017. 
7.2. Metodología 
7.2.1. Toma de muestra 
De las granjas productoras de la región se recolectó un kilogramo de muestra 
fecal de ovinos de entre 2 meses a 2 años de edad.  
7.2.2. Aislamiento de Ooquistes de Eimeria spp.  
Las muestras fueron tamizadas utilizando una maya de 50 µm2 de poro para la 
separación de los detritos celulares de mayor tamaño, posteriormente fueron lavadas 
por sedimentación y decantación utilizando agua común cada 8 horas por nueve 
repeticiones. Después de la última sedimentación las muestras fueron resuspendidas 
en solución saturada salina (NaCl) al 33% en una proporción 1:3 en tubos de 50 ml, 
para ser centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos, para cuantificar el número de 
ooquistes por mililitro del sobrenadante se utilizó la técnica de McMaster de flotación 
en solución saturada salina desarrollada por Gordon & Whitlock (1939) y modificada 
por Ueno & Gonçalves (1998), con esta también se logró identificar el número de 
ooquistes de cada una de las diferentes especies de Eimeria, presentes en cada una 
de las muestras recolectadas (Anexo 1). 
Las muestras con más de 3,000,000 de ooquistes por ml fueron 
seleccionadas para el aislamiento de las especies de Eimeria; se colocaron en 
matraz de Erlenmeyer con solución de dicromato de potasio (K2Cr2O7) al 3% por 




Para el aislamiento de cada una de las especies de Eimeria se realizaron 
diluciones 1:10 en agua destilada hasta la obtención de un ooquiste por gota, cada 
ooquiste fue aislado en tubos de ensayo de 5 ml de acuerdo a las características 
morfométricas que cada una presenta tomando en cuenta la forma, tamaño, 
presencia o ausencia de micrópilo y tapón micropilar, además del tamaño de los 
esporocistos siguiendo los parámetros reportados para la identificación de las 
especies de Eimeria que infectan a los ovinos. 
7.2.3. Cultivo in vivo de Eimeria spp. 
Se emplearon 11 ovinos de raza criolla, con 4 meses de edad, los cuales no 
presentaban infección por Eimeria. Los animales tenían un peso inicial de 18 kg. 
Estos fueron alojados individualmente en corrales de 1.5m x 1m con piso de 
concreto, con un metro de separación entre ellas, cada ovino recibió alimento 
formulado de acuerdo con sus requerimientos nutricionales para crecimiento y agua 
ad libitum. 
 A cada animal se le administro una dosis de 1000 ooquistes aislados de una 
de las once especies de Eimeria que infectan a los ovinos, el protocolo utilizado fue 
aprobado por el comité de Ética del CU UAEM Amecameca (CBE/16/20). 
A partir del día de inoculación, las heces de los ovinos fueron recolectadas 
semanalmente para el análisis de la presencia de Eimeria por microcopia, hasta la 
excreción de ooquistes.  Para recolectar el material fecal de cada ovino se 
implementaron colectores, a fin de evitar contaminación con orina, las muestras 
fueron colectadas durante 3 días después de la primera excreción. 
Los ooquistes de Eimeria fueron recuperados como se describió en la toma 




7.2.4. Análisis estadístico de los datos morfométricos 
Una base de datos fue creada, a partir de las medidas de la distancia polar y 
ecuatorial de cada una de las especies de Eimeria aisladas. Para comparar los 
datos obtenidos, se utilizó un análisis de conglomerados con el método de Ward 
con una distancia euclidiana cuadrada de 100, utilizando el software Statgraphics 
Centurión XVI versión 16.1.18 (© Statpoint Technologies, Inc. 1982-2012). 
7.2.5. Identificación molecular 
Las muestras aisladas fueron procesadas para la extracción del ADN total, 
utilizando el kit comercial ZR Fecal DNA MiniPrep™, siguiendo instrucciones del 
fabricante (Anexo 2), el ADN obtenido se visualizó por electroforesis (100 v por 30 
min) en gel de agarosa al 1% en un transiluminador. 
La PCR fue realizada bajo las siguientes condiciones: 1 U de Taq DNA 
Polimerasa (PROMEGA), 5ul de Buffer, 100 mM de DNTP´s (PROMEGA), 2.5 nM 
de MgCl2, 10 pmol de cada uno de los oligos iniciadores, 5ul de DNA y agua libre 
de nucleasas para alcanzar el volumen final de 25ul. Las condiciones de 
amplificación fueron las siguientes: etapa inicial de desnaturalización a 96°C por 10 
minutos, 30 ciclos de, desnaturalización por 45 segundos a 96°C, hibridación 45 
segundos a 61°C y elongación 1 minuto a 72°C con una etapa de elongación final 
de 5 minutos a 72 °C.  Los primers utilizados, fueron los descritos por Oliveira 
(2011), Forward (5’ GGG AAG TTG CGT AAA TAG A 3’) y Reverse (5’ CTG CGT 
CCT TCA TCG AT 3’), para la amplificación de un fragmento de 500 pb de la región 
ITS-1 de Eimeria spp, los amplicones obtenidos se visualizaron por electroforesis 
en geles de agarosa al 2% en un transiluminador UV.  
Los fragmentos amplificados fueron purificados a partir de gel utilizando el Kit 
Gel DNA Recovery Zymoclean (Anexo 3) y secuenciados en un ABI Prism 3100 
Genetic Analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA). 
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7.2.6. Clonación y secuenciación de región ITS-1 
Se realizó la clonación de los amplicones de PCR en el Vector pGEM-T 
Systems y se propago en células competentes de Escherichia coli de la cepa JM109 
(Anexo 4), Las clonas positivas se confirmaron mediante PCR de colonias, usando 
los primers generales del género. Los plásmidos fueron purificados de las células 
transformadas utilizando el illustra plasmid Prep Mini Spin Kit GE Healthcare y 
secuenciados en el ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (AppliedBiosystems). 
7.2.7. Análisis de secuencia  
Se realizó una alineación múltiple de secuencias con todas las secuencias 
de la región ITS-1 obtenidas en este estudio comparándolas con secuencias 
obtenidas de la base de datos del GenBank. 
7.2.8. Análisis filogenético de la secuencia ITS-1  
Se construyó un dendrograma de asociación genética utilizando las secuencias 
obtenidas en este estudio y secuencias de diferentes especies de Eimeria que 
infectan a los conejos, bovinos y aves de corral (Anexo 5). El análisis filogenético 
se realizó utilizando el método Neighbor joining con 1000 bootstrap en el software 









8.1. Análisis morfométrico 
 Se recolectaron 40 muestras de los 13 municipios que comprenden la región 
I del Estado de México, de las cuales se logró identificar las 11 especies de Eimeria, 
que infectan a los ovinos, de acuerdo a las características morfológicas, tomando 
en cuenta la forma, tamaño, presencia o ausencia del micrópilo y del tapón de 
micrópilo de los ooquistes esporulados (Figura 4). 
 
Figura 4 Once especies de Eimeria identificadas en heces de corderos recién destetados, infectados 
naturalmente en granjas de pastoreo de la región suroriente del Estado de México. Fotos tomadas a través de 
un microscopio de luz Primotech (Carl Zeiss, Center Valley, PA, EE.UU.) con un aumento de 50x, con una 
cámara digital con mejora de detalles (modelo E-330; Olympus Corporation, Tokio, Japón). 
 
Los ovinos inoculados con ooquistes infectivos de Eimeria excretaron 
ooquistes entre el día 26 al día 29 post inoculación, después de realizar el análisis 
coproparasitoscópico se logró recuperar de 3000 a 9000 ooquistes por gramo de 
heces de cada especie de Eimeria, cien de ellos fueron analizados 
morfometricamente, tomando en cuenta la distancia polar y ecuatorial de los 
ooquistes, los esporocistos, presencia y ausencia del micrópilo y tapón micropilar, 
se calculó el índice morfométrico de cada especie, Tabla 1. 
Tabla 1. Identificación morfométrica de las once especies de Eimeria que infectan a 
los ovinos. 
  
Diametro del oocisto (µm) Diametro del esporocisto (µm) 
 
Especie Forma Polar Ecuatorial MI Polar Ecuatorial MI Micropilo 
  Con tapón del micrópilo 
E. weybridgensis Elipsoide a 
subesferica 
26.14±1.17 18.02±1.01 1.45±0.06 10.75±1.06 7.01±0.39 1.53±0.14 + 
E. crandallis Subesférica 26.46±1.74 19.56±1.34 1.35±0.04 10.19±1.22 7.46±0.50 1.37±0.18 + 
E. granulosa Elipsoide a 
subesférica 
31.32±3.40 22.53±2.24 1.38±0.05 12.92±2.10 7.86±0.98 1.66±0.30 + 
E. ovina Elipsoide 29.77±1.1 19.33±0.99 1.54±0.1 10.82±1.03 7.18±0.64 1.51±0.19 + 
E. ahsata Elipsoide 34.80±1.97 23.34±1.23 1.49±0.06 14.27±1.84 7.88±0.69 1.82±0.29 + 
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E. intrincata Elipsoide 44.29±2.24 31.96±1.54 1.38±0.07 21.4±2.3  12.6±1.1  1.7±0.2  + 
  Sin tapón del micrópilo 
E. pallida Elipsoide a 
subesférica 
22.65±0.88 17±0.76 1.33±0.04 10.02±1.62 6.38±0.60 1.58±0.32 - 
E. parva Subesferica 22.69±2.07 20.04±2.60 1.14±0.11 9.77±2.26 7.1±0.72 1.37±0.25 - 
E. marsica Elipsoide 24.16±1.88 17.13±1.31 1.41±0.08 10.04±1.39 6.71±0.42 1.5±0.23 + 
E. ovinoidalis Elipsoide 25.36±2.17 17.61±1.33 1.44±0.13 10.08±1.54 7±0.56 1.44±0.22 + 
E. faurei Piriforme 27.83±1.32 19.22±1.20 1.45±0.09 11.01±0.97 7.42±0.75 1.49±0.18 + 
MI: Índice Morfométrico = Ø polar/Ø equatorial. 
El análisis de conglomerados por el método de Ward con una distancia 
euclidiana cuadrada de 100 agrupa las especies de Eimeria en 6 clusters de los 
cuales el cluster VI es exclusivo de las muestras correspondientes a E. intrincata. 
En el cluster V se agrupan muestras pertenecientes a 2 especies: E. granulosa y E. 
ahsata. El cluster IV es el más pequeño, agrupa muestras de E. marsica, E. 
ovinoidalis, E. weybridgensis, E. faurei, E. granulosa, E. ovina y E. intrincata. El 
cluster III es el que agrupa un mayor número de muestras correspondientes a E. 
marsica, E. ovinoidalis, E. weybridgensis, E. faurei, E. granulosa, E. ovnia y E. 
ahsata. En el cluster II se agrupan muestras de E. pallida, E. parva, E. marsica, E. 
ovinoidalis, E. crandallis y E. granulosa. En el cluster I se agrupan muestras de E. 
pallida, E. marsica, E. ovinoidalis, E. weybridgensis, E. crandallis, E. faurei, E. 













































































































































8.2. Estudio molecular y filogenético 
El DNA total fue extraído de los ooquistes caracterizados morfológicamente 
para cada especie, del aislado de E. granulosa se amplificó un fragmento de 502 
pares de bases (pb), correspondientes a la región ITS 1 ARNr, de Eimeria spp., 
posteriormente los amplicones fueron purificado y clonados (Figura 6.).  
 
Figura 6 a) Amplicones de la región ITS-1 de las especies de Eimeria que infectan a los ovinos. Marcador de 
peso molecular (MP), control positivo (+), muestras ADN fecal (1,…5), control negativo (-). b) Crecimiento de 
colonias con el inserto de la region ITS-1 (colonias blancas) c) amplificacion del fragmento clonado de la region 
ITS-1. Marcador de peso molecular (MP), control positivo (+),clonas (1,…4), Control negativo (-). 
 
 
Las secuencias obtenidas fueron registradas en la base de datos del 
Genbank bajo los números de acceso: E. ovinoidalis MG774397, E. faurei 
MG774398, E. weybridgensis MG774399, E. crandallis MG774400, E. ahsata 
MG774401, E. granulosa MG836231, E. marsica MG836232, E. parva MG836233, 
E. ovina MG836234, E. intrincata MG836235, E. pallida MG836236. Las cuales se 
compararon con las reportadas, obteniendo una similitud del 99% como valor 
máximo de E. ovinoidalis con E. arloingi aislada de cabras de Portugal 
(MF356556.1) y la menor de 89% con E. arloingi aislada de cabras de Irán 
(KC507793.1).  
Las secuencias obtenidas fueron comparadas por alineación múltiple para 
desarrollar análisis moleculares y filogenéticos utilizando el software MEGA 7 
software (PSU, USA) (Kumar et al., 2016)., se construyó un dendrograma de 
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asociación utilizando el método neighbor joining con 1000 repeticiones de bootstrap, 
en la figura 7 se aprecia el origen monofilético de las secuencias de este estudio, 
las cuales se ramifican en 2 linajes hermanos, en uno de ellos se asocia E. 
crandallis, E. faure y E. weybridgensis y en el otro el resto de las especies de 
Eimeria. Utilizando el mismo método se construyó un dendograma en el cual se 
observa la asociación de las especies de Eimeria reportadas en este estudio con 
las reportadas en conejos, bovinos y aves, los cuales se aprecian separados en dos 
clusters mamíferos y aves (Figura 8). 
 
Figura 7 Dendrograma de asociacion generado por el método Neighbor-Joining utilizando secuencias parciales 
de la región ITS1 de las especies de Eimeria que infectan a los ovinos, se muestra el consenso de 1000 
repeticiones de bootstrap y la especie representativa de cada secuencia. 
 
 
Figura 8 Árbol filogenético generado por el método Neighbor-Joining utilizando secuencias parciales de la región 
ITS1 de las especies de Eimeria que infectan a los ovinos y 18 secuencias similares representativas de otras 
especies de Eimeria disponibles en el GenBank, se muestra el consenso de 1000 repeticiones de bootstrap y 
la especie huésped de cada parásito. 
 
 En cuanto a las relaciones filogenéticas entre las especies de Eimeria en 
ovinos, se observa la distancia máxima 0.71 entre E. granulosa y E. parva, mientras 
que la distancia mínima es de 0.1 entre E. Weybridgensis y E. faurei. Con respecto 
a las especies que infectan a los bovinos E. weybridgensis mostró menor distancia 
con E. bovis con 2,928 y mientras que E. pallida mostró una distancia máxima con 
E. zuernii de 3,596. Con las especies que infectan a los conejos se observó una 
distancia menor entre E. ovinoidalis y E. parva con E. media de 2.529 y una distancia 
máxima de 2.907 entre E. intrincata y E stiedai. Con las especies que infectan a las 
aves se observó una distancia mínima de 3.546 entre E. praecox y E. ahsata, E. 
granulosa, E. crandallis y E. pallida y una distancia máxima entre E. parva y E. 
























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































9. Conclusión  
En este trabajo se ha reportado por primera vez a nivel mundial la secuencia 
de la región ITS1 de las once especies de Eimeria que afectan a los ovinos  
La región ITS1 permite la identificación específica y la elaboración de 
estudios filogenéticos de las once especies de Eimeria en ovinos. 
Las diferencias morfométricas de los ooquistes de Eimeria no permiten la 
identificación específica de cada especie como se corrobora al realizar un estudio 
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Anexo 1. Técnica de Mc Máster 
Procedimiento 
1.- Se pesaron 2 g de las heces de diferentes partes de la muestra. 
2.- Se agregó solución salina saturada de cloruro de sodio NaCl hasta obtener un 
volumen de 30 ml. 
3.- Se agito y mezclo la muestra con la solución saturada de cloruro de sodio 
NaCl. 
4.- Se homogenizo utilizando un agitador. 
5.- Se tomó con el gotero una muestra del sobrenadante y se colocó en la cámara 
de Mc Máster evitando la formación de burbujas de aire. 
6.- Se dejó reposando durante cinco minutos, para que los ooquistes flotaran hacia 
la parte superior y se pegaran al cubreobjetos de la cámara. 















Agregue hasta 250 mg de muestra de suelo a un tubo de lisis. 
Añadir 750 μl de Solución de Lisis el tubo. 
Paso 2 
Asegurarse de que el tubo de 2 ml este perfectamente cerrado y se agita a velocidad 
máxima durante 5 minutos. 
Paso 3 
Se centrifuga el tubo de lisis (ZR BashingBead ™) en una micro centrífuga a 10.000 
rpm durante 1 minuto. 
Paso 4 
Se transfieren 400 μl sobrenadante a una columna con tapa color naranja (Zymo -
Spin ™ IV) en un tubo de recolección y se centrifuga a 7000 rpm durante 1 minuto. 
Paso 5 
Añadir 1200 μl de Buffer unión de DNA al filtrado del tubo de recolección. 
Paso 6 
Transferir 800 μl de la mezcla del paso 5 a columna transparente (Zymo-Spin™ CII) 
y se centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 
Paso 7 




Añadir 200 μl de Buffer prelavado ADN al Zymo -Spin ™ IIC columna en y se 
centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 
Paso 9 
Añadir 500 μl de tampón de lavado de ADN a la Zymo -Spin ™ CII columna y se 
centrifuga a 10.000 rpm durante 1 minuto. 
Paso 10 
Transferir el Zymo -Spin ™ IIC columna a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml 
limpio y nuevo, se añade 100 μl (25 μl mínimo) de tampón elución de ADN 
directamente a la matriz de la columna. Centrifugar a 10.000 rpm durante 30 
segundos para eluir el ADN. 
Paso 11 
Transferir el ADN eluido del paso 10 a columna verde (Zymo-Spin™ IV–HRC) dentro 
de un tubo de micro centrífuga de 1,5 ml limpio y nuevo, se centrifuga a 8000 rpm 
durante 1 minuto. El ADN filtrado es ahora adecuado para las aplicaciones 












Anexo 3. Instrucciones del fabricante del Kit Gel DNA Recovery Zymoclean™ 
Procedimiento 
Paso 1 
Se realiza a partir de la extracción del fragmento de ADN en el gel de agarosa 
utilizando una cuchilla de bisturí, escalpelo u otro dispositivo, se transfiere en un 
tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 
Paso 2 
Añadir 3 volúmenes de ADB por cada volumen de gel de agarosa. 
Paso 3 
Se incuba a 37-55 ° C durante 5-10 minutos hasta que la porción de gel este 
completamente disuelto. Para fragmentos de ADN > 8 Kb, después de la etapa de 
incubación, añadir un volumen adicional (igual a la de la porción de gel) de agua a 
la mezcla para una mejor recuperación de ADN (por ejemplo, 100 μl de agarosa, 
300 μl ABD, y 100 μl de agua). 
Paso 4 
Transfiera la solución de agarosa fundida a una columna Zymo-Spin™ en un tubo 
de recolección. 
Paso 5 
Centrifugar durante 30-60 segundos. 
Deseche el filtrado. 
Paso 6 
Añadir 200 μl de tampón de lavado de ADN a la columna y centrifugar durante 30 
segundos.  
Deseche el filtrado.  
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Repetir la etapa de lavado. 
Paso 7 
Colocar la columna en un tubo de 1,5 ml y centrifugar durante 30-60 segundos para 
eluir el ADN. Añadir ≥ 6 μl de buffer elución de ADN directamente a la matriz de la 
columna. 











Anexo 4. Proceso de clonación de amplicones de PCR 
1.- Se realiza gel de agarosa 2x para la obtención de amplicones que se utilizaran 
en el proceso de purificación (el tamaño es especifico por fragmento). Se cargan de 
20 a 40 μl del producto de PCR por pozo y se realiza la electroforesis. 
Posteriormente se visualiza el gel en lámpara U.V y se tiñe con bromuro de etidio. 
Los fragmentos amplificados se cortan con una navaja de bisturí y se colocan en un 
vial eppendorf de 2 ml. 
2.- Purificación de fragmentos a partir de geles de agarosa instrucciones según Kit 
de purificación de ADN Zymoclean™. 
3.- Ligación 
*Kit PGEM-T Easy vector System I 
3.1.- Se realiza cálculos de concentración para calcular el mix, con la siguiente 
fórmula: 
Kb inserto 




Kb inserto: tamaño del amplicón 
Kb vector: tamaño de vector (referirse a la hoja) 
ng del vector: concentración (pGEM-T Easy Vector) 
0.3 kb 
X 50 ng del vector = 5 ng (ng de inserto necesario 1:1) 
3 kb 
 
Proporción 1:3 es decir 50 ng vector – 15 ng de inserto. 
+Las bandas que se observan intensas necesitan aproximadamente 2μl, para 
bandas más tenues pueden utilizarse hasta 5μl. 
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*El buffer se encuentra muy diluido por lo que el porcentaje del agua es aprovechado 
para sustituirlo. 
3.2.- Incubar 12-24 horas a 37.5 ºC con movimiento. 
4.- Transformación 
4.1.- Descongelar en hielo las células competentes. 
4.2.- Agregar 6μl del ligado y 100μl de células. 
Porque: 
50 ng/μl = 5 ng/μl 
30 ng del ligado del DNA= 6 μl 
4.3.- Se les da un golpecito a los viales y se incuban 30 minutos en hielo. 
4.4.- El shock térmico se realiza a 42ºc durante 1 minuto en baño maría. 
4.5.- Se deja en hielo 2 minutos. 
4.6.- Se ajusta a 1 ml (900 μl de medio LB o Luria Bertani líquido y 100μl del ligado). 
Colocar el medio LB con las muestras en el hielo. 
4.7.- Incubar 1 hora a 37.5ºc en movimiento. 
4.8.- Se centrifuga 10 minutos a 3,600 rpm. 
4.9.- El pellet se resuspende en 200μl del mismo medio, lo demás es desechado. 
4.10.- Se plaquean 100 μl en una placa con LB, IPTG´S, X-Gal y ampicilina. 
4.11.- Incubar de 12-24 horas. 
5. Se crea un stock de clonas (colonias blancas) en una sola placa de LB, en este 
caso se seleccionaron 5 colonias. 
6.- Se toma ½ colonia de un lado y ½ de la misma con una punta de 20 μl. La primera 
mitad se siembra en la placa y la otra mitad se sumerge en 900μl de agua inyectable. 
57 
 
7.- Mezclar los viales por pipeteo. 
8.- Lisar mediante calor con un ciclo de 94ºc por 10 minutos y 4α. 
9.- Realizar mix con 5 μl de células lisadas. 
10.- Cálculo de concentración y mix para PCR. 
Mix 1 Rx 
DNA 5 μl 
Taq pol 0.2 μl 
d´NTPS 2 μl 
Primers 0.4 μl x 2= 0.8 μl 
Buffer 2 μl 
MgCl2 1 μl 
Agua L.N. 9 μl 
Programa de PCR 
94ºC  x 5 minutos 
94ºC  x 30 seg 
T.M  x 30 seg  30 ciclos 
72 ºC  x 40 seg 
72 ºC  x 5 minutos 
 
10.1 Se visualiza en gel de agarosa 3x. 
11.- Preparación del stock. 
11.1.- Se escogen las colonias que mejor se visualizan en el gel de agarosa que en 
este caso se elige una. 
11.2.- Se crecen en LB líquido y ampicilina, que para este caso se tiene un volumen 
de 230 ml y requiere de 345 μl. 
11.3.- Se adiciona 7 ml de LB por colonia y se incuban de 12 a 24 horas, con los 
tubos inclinados. 
11.4.- En el caso del stock se toma 1.5 μl de LB que se quedó incubando, se coloca 
en un vial y se centrifuga a 3,600 rxm durante 8 minutos, se decanta y se coloca 
nuevo medio LB y ampicilina con glicerol al 16% y se almacena (-4ºC). 
12.- Preparación de la miniprep. 
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* Se procesa con el kit Vivantis GF1-Plasmid DNA Extraction Kit, según las 
instrucciones del fabricante. 
13.- Realizar electroforesis en un gel 3x para visualizar el plásmido. 
Mix de carga: 
2 μl de colorante 5x 
4 μl de muestra 




Anexo 5. Secuencias utilizadas para el análisis filogenético de la secuencia 
ITS-1. 
 
Nº de acceso 
 
Especie Hospedero País Autor 
JX406875 Eimeria irresidua Conejo China Yan et al., 2013 
JX406874 Eimeria intestinalis Conejo China Yan et al., 2013 
JX406876 Eimeria magna Conejo China Yan et al., 2013 
JX406877 Eimeria media Conejo China Yan et al., 2013 
JQ328190 Eimeria stiedai Conejo China Yan et al., 2013 
AB557610 Eimeria auburnensis Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557626 Eimeria sp. Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557620 Eimeria ellipsoidalis Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557627 Eimeria sp. Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557616 Eimeria cylindrica Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557613 Eimeria bovis Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
AB557624 Eimeria zuernii Bovino Japón Kawahara et al., 2010 
KU351714 Eimeria illinoisensis Bovino Turquía Yildirim et al., 2016 
AF027726 Eimeria maxima Aves EE.UU. Martin et al., 2001 
AF027722 Eimeria maxima Aves EE.UU. Martin et al., 2001 
AF026384 Eimeria acervulina Aves Suecia Schnitzler et al., 1998 
AF065092 Eimeria praecox   Aves Suecia Schnitzler et al., 2002 
AF026383 Eimeria brunetti Aves Suecia Schnitzler et al., 1998 
JQ235842 Toxoplasma gondii Aves China Wang et al., 2012 
JN634857 Neospora caninum Bovino China Yang et al., 2012 
HM538253 Theileria parva Caprino China Wang et al., 2010 
AB112337 Babesia microti Hamster Taiwán 
y 
Japón 






Anexo 6. Especies del género Eimeria sin clasificación taxonómica en ovinos.   




Eimeria sp. 1 38.46 26.51 
 
Eimeria sp. 2 41.90 27.58 
 
Eimeria sp. 3 34.16 21.60 
 
Eimeria sp. 4 37.90 27.13 
 




Eimeria sp. 6 40.87 24.83 
 
Eimeria sp. 7 47.72 34.37 
 
Eimeria sp. 8 38.70 27.45 
 





         
 
 
